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Die folgandan Angaben sind den vom Anmeldar eingeroiehten Uirteriagen eirtnomman 

Die Bezugnahme auf die Zeichnung(en) bzw. auf die fehlende(n) Zeichnung(en) gilt als nicht erfolgt 

(g) Verfahren zum Nachweis von Substanzen und Artikel zur Durchfuhrung dieser Verfahren 

@ Die Erflndung betrifft ein Verfah ren zum Nachweis von 
Substanzen in wafiriger Losung. Dabei wird eine Nuclein- 
saure-vermittelte Funktionalisierung von kolloidalen Par- 
tikeln mit Proteinen eingesetzt, um modular aufgebaute 
Reagenzien herzustellen, die dann im Rah men von Sand- 
wich-lmmunoassays zur Detektion von z. B. Proteinen ein- 
gesetzt werden. Zunachst werden hierzu Bindemolekule, 
die den nachzuweisenden Analyten spezifisch binden, mit 
einer ersten Nucleinsaure verknupft. Ebenso werden kol- 
loidale Partikel, z. B. aus Gold oder IHalbleitermaterialien, 
mit einer zweiten Nucleinsaure verknupft, die zur ersten 
Nucleinsaure kompiementar ist. Das Zusammengeben 
von Nucleinsaure-gekuppeltem Bindemolekul und Nu- 
cleinsaure-gekuppettem kolloidalen Partikel fuhrt zur 
selbstorganisierten Ausbtldung der Bindemolekul-funk- 
■ tionalisierten Kolloide. Dieser Zugang ist nicht nur ein au- 
, f^ergewdhnllch effizienter Weg, funktionale kolloidale 
« Reagenzien nach dem Baukastenprinzip herzustellen, die 
bioanorganischen Hybridkomponenten zeigen auch eine 
enorme physikalisch-chemische Robustheit und die un- 
beeintrachtigte Funktionalitat der adsorbierten Bindepro- 
teine. Die Erflndung beschreibt ferner die Anwendungen 
dieser Kolloide im Bereich der Antikorper-basierten Dia- 
gnostik und insbesondere der Protein-Chip Technologie. 
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Beschreibung 

[0001] Die BinfUhrung von Antikdrper- oder Rezeptor-ba- 
sierter Immunoassays in den 60er und 70er Jahien fuhrte zur 
Entwicklung dncr Vielzahl bochspezifischer Verfahien, um 5 
niedrigkonzentrierte Analytsubstanzen empfindlich und pra- 
zise nachzuweisen. So beschreibt J. R. Crowther in ELJSA: 
Theory and Practice, Humana Press Inc., 1995, dass mit En- 
zym-verstarkten Assays oder Radioimmuno- Assays Sub- 
stanzen bis in den Attomol-Beieich ( 1 amol = 1 x lOr^^ mol) 10 
nachgewiesen weiden konnen. Die Entwicklung hocbwirk- 
samer Wirkstoffe und Behandlungs-Methoden der moder- 
nen Medizin, das Auftieten neuer Krankheiten wie die iiber 
das Prionprotein PrP^ nachweisbarai Encephalopathien 
(beispielsweise die bovine spongifonne Encephalopathie, IS 
Scrapie, Creutzfeld-Jacob-Krankheit, Gerstmann-Strauss- 
ler-Scheinker-Syndrom), aber auch die zunehmende Erfor- 
schung komplexer biologischer Voigange durch die Prote- 
omforschung erfordem jedoch die Entwicklung von Nach- 
weisverfahrcn, die eineiseits eine moglicbst hohe Empfind- 20 
lichkeit und andererseits eine mdglichst staike Parallelisier- 
baiiceit erlauben. 

[0002] Ein Ansatz zur Losung dieses Problems besteht 
darin, Multiplex-Analysen mit mikrostrukturierten Testar- 
rays durchzufiihren, die in raumlich-definierter Anoidnung 25 
eine Melzahl von Bindungsmolekiilen auf ihier Obeiflache 
enthalten. Diese Anoidnung von Bindungsmolektilen kann 
dann fur den parallelen Nachweis von Substanzen eingesetzt 
werden, die mit einem oder mehieren Bindungsmolekiilen 
auf dem Array spezifiscbe Wechselwirkungen eingehen und 30 
dadurch an den Anay gebunden werden. Beispielsweise be- 
schreiben MacBeath und Schieiber in Science 2000, 289, 
1760 die Anfeitigung eines Protein-Arrays fiir die Hoch- 
durchsatz-Analyse von Protein-Protein Wechselwirkungen. 
Heigenrother et aL beschrdben in J Am Chem Soc 2000, 35 
122, 7849, dass niedermolekulaie Alkoholderivate auf Glas- 
trMgem inunobilisiert werden, und dass diese Arrays zur De- 
tektion der Bindung von Roteinen eingesetzt werden. R. M. 
de Wildt et aL beschieiben in Nat BiotechnoL 2000, 18, 
989, dass Testarrays aus Antik5rpem fllr die Hochdurchsatz- 40 
Analyse von Antikorper-Antigen Wechselwirkungen einge- 
setzt werden. All diesen Beschreibungen gemeinsam ist, 
dass ftir die Detektion des gebundenen Analyten stets eine 
aufwendige Mariderung des Gesamtprobenmaterials erfor- 
dcrlich ist. Dies erfolgt typiscberwdse durch Radionuklide, 45 
die beispielsweise durch metabolische Markierung im Zuge 
der in- vivo Herstellung von Gesamtprotdn eingefuhrt wer- 
den. Altemativ konnen die Maridemngssubstanzen (Radio- 
nukHde, Chiomophore, Huorophore oder HaptCTgruppen) 
nacbtrSgUch (z. B. durch chemische Modifikadon) dnge- 50 
fiihrt werden. Auch dies erfoidert einen betrachtlichen zdt- 
lichen und materiellen Aufwand. Wiinschenswert ware es 
deshalb, lediglich die Analytmolekiile zu markieien, die 
spezifisch an der Oberflache gebundenen sind. 
[0003] Dieses Vorgehen wird durch einen "two-sided" 55 
(Sandwich) Immun-Nachweis ermoglicht, wie er standard- 
maBig beim Sandwich-ELSIA oder Sandwich-I^dioimmu- 
noassay (RIA) eingesetzt wird (vgl. hierzu: J. R. Crowther. 
in KT .TSA: Theory and Practice, Humana Press Inc., 1995). 
Auf das oben genannte Ptoblem der Multiplex- Analytik mit 60 
Protein-Testarrays ist dieses Verfahren jedoch nur bedingt 
anwendbar, da die Diffusion der Substrate im enzymad- 
schen Verstarkungsschritt in der Regel auch zu unspezifi- 
schen Anfarbungen ganzer Regionen fuhrt, so dass eine 
ortsaufgeloste Detektion nicht moglich ist. Die Verwendung 65 
nicht-diflFusibler Substrate bewirkt haufig eine irreversible 
Schadigung des Testarrays, die eine ortsaufgeloste Detek- 
tion erschweren. 
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[0004] Angesichts der bestehenden Nachteile der bekann- 
tcn Verfahren war eine erste (Tcil-)Aufgabe der vorliegcm- 
den Erfindung eine Methode anzugeben, die es erlaubt, die 
parallele Analyse Oberflachen-gebundener Substanzen in 
wenigen Reaktionsschritten mit moglichst hoher Nachwcis- 
empfindlichkeit durchzufiihren. Hierbei bestand eine wei- 
tere (Teil-)Aufgabe darin, das Nachweisverfahien so anzu- 
geben, dass es fur moglichst viele unterschiedlichc nachzu- 
weisende Substanzen, beispielsweise Proteine, Peptide, 
Zucker, Lipide und dergleichen einsetzbar ist. 
[0005] In verfahrensmaBiger Hinsicht war es eine zweite 
(Teil-)Aufgabe der vorliegenden Erfindung, die Methode so 
zu gestaltra, dass die dabei einzusetzenden Reagenzien im 
Sinne eines modular aufgebauten Reagenzien-Kits herstell- 
bar sind. Hierbei soUtcm die Bestandteile des Reagenzien- 
Kits eine hohe physikalisch-chemische Stabilitat insbeson- 
dere im HinbUck auf thermische und chemische Belastun- 
gen bei den einzelnen Reaktionsschritten aufweisen. 
[0006] Eine dritte (Teil-)Aufgabe der vorliegenden Erfin- 
dung bestand darin, einen Artikel bereitzustellra mit dem 
die Reagenzien-Kits eingesetzt werden konnen, um eine ex- 
perimentell einfach durchzufiihrende Detektion von Sub- 
stanzen vorzunehmen. 

[0007] Die erste CIbil-)Aufgabe wird durch die vorliegen- 
den Erfindung geldst, indem ein Verfahren mit folgenden 
Schritten durchgefiihrt wird: 

a) Bereitstcliung einer Oberflache die eine spezifiscbe 
Bindungsfahigkeit fur die nachzuweisende Substanz 
aufweist; 

b) Bereitstcliung eines Bindemolekuls, dass eine spe- 
zifiscbe Bindungsfahigkeit fur die nachzuweisende 
Substanz aufweist; 

c) Verkniipfung des Bindemolekuls mit kolloidalen 
Partikeln, so dass die Partikel eine spezifiscbe Bin- 
dungsfShigkdt fur die nachzuweisende Substanz erfaal- 

> ten; 

d) Zusammenbringen der Oberflache, der nachzuwei- 
senden Substanz und der Bindemolekul-verkniipften 
kolloidalen PartikeL, so dass eine Oberflachen-gebun- 
dener Signalkomplex gebildet wird; 

e) Nachweis der kolloidalen Partikel, soweit sie in ei- 
nem Ob^Schen-gebundenen Sign^omplex vorlie- 
gen 

[0008] Eine Oberflache die eine spezifiscbe Bindungs^- 
higkeit fiir die nachzuweisende Substanz aufweist, kann im 
Sinne des erfindungsgemafien Verfiahrens jede mit einem 
BindemoldoU (dazu siehe unten) verbindbare Oberflache 
sein. Insbesondere kann es sich um eine Glas-, Silizium- 
oder Metalloberflache oder eine andere, vorzugsweise zur 
Herstellung von Biochips geeignete Oberflache handeln. 
Unter den Metalioberflachen sind Gold- oder goldbeschich- 
tete Oberflachen bevorzugt. Es kann sich jedoch auch um 
Kunststoflfbberflachen, insbesondere Polystyrol- oder Poly- 
carbonat-Oberflachen handeln, wie sie insbesondere in Mi- 
krotiterplatten-Kavitaten vorliegen. Bei der Oberflache kann 
es sich auch um die Oberflache vorzugsweise magnetischer 
Mikropartikel handeln, wie sie zur Extraktion von Nuclein- 
sSuren aus Hiissigkeiten voivendet weiden. 
[0009] Die Oberflache kann mit Substanzen beschichtet 
(geblockt) werden, die die Verfahiensdurchfiibrung nicht 
storen. Insbesondere kann die Oberflache mit Gelatine, 
Milchpulver und/oder Rinderserum-Albumin (BSA) be- 
schichtet sein. Die Oberflache kann auch mit Nucleinsauren 
versehen sein, soweit diese die Durchfuhrung des Nach- 
weisverfahrens nicht beeintrachtigen. 
[0010] Bindungsmolekiile im Sinne des Nachweisverfah- 
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rens sind solche Substanzen oder Substanzgemische, die un- 
tor den gcwahlten Verfahiensbedingungen vorzugsweisc se- 
lelctiv an die nachzuweisende Substanz bindra konnen. Bin- 
dungsmolekme konnen insbesondere Rezeptoren wie Pro- 
tein A und Bnzymc scin, abcr auch mono- und/oder polyklo- S 
nale Immunglobuline, insbesondere solche vom l^p G, und 
deren Fragmente sein. Solche Fragmente sind insbesondere 
bekannt unter den Bczcichnungen Fab, F(ab)2, dsFv-Frag- 
mente, scFv-Fragmente und Single-Chain-Antikoiper. Des- 
weiteren konnen Bindungsmolekuie auch niedennolekulare lo 
StofFe sein, wie Peptide, Peptoide, Haptene und Nuclein- 
saure-Bindungsreagenzien, wie Einzel- und Doppelstrang- 
Nucleinsauren, Ribozynie oder Aptameie. Die Verwendung 
polyklonaler Immunglobuline als Bindungsmolekiil des 
I^ger- und/oder Nachweis-Reagens ist wegen ihr^ im IS 
Vergleich zu monoklonalen Inmiunglobulinen hMufig bohe- 
ren Stabilitat und haufig leichteren Verfiigbarkeit bevorzugt. 
Die Fanger- und/oder Nachwcisrcagenzien umfassen, wenn 
das Bindungsmolekiil ein Substanzgemisch mdirorer Sub- 
stanz- Varianten wie beispielsweise ein polyclonales Inmi- 20 
unglobulin ist, jeweils in einem Molekul mehrerc der Sub- 
stanz- Varianten (beispielsweise mehrere der Varianten eines 
polyclonalen ImmunglobuUns) oder sind jeweils Gemische 
aus Fanger- bzw. Nachweis-Reagenzien, deren Molekule 
sich voneinander jeweils in ihcen Bindungsmolekul-Varian- 25 
ten (beispielsweise den einzelnen Varianten elnes polyclo- 
nalen Lnmunglobulins) unterschdden. 
[0011] Kolloidale Partikcl im Sinne des Nachweisverfah- 
rens sind solche Komponenten oder Komponentengemi- 
sche, die aus Gold, Silber, Platin und anderen Metallen, 30 
Halbmetallen, MetaU- oder Nichtmetalloxiden, -sulfiden 
oder anderen leitfabigen Materialien oder Halbleiter-Mate- 
rialien bestehen und deren durchschnittliche GroBe im Be- 
rdch von 1-500 nm liegt Besonders bevorzugt sind dabei 
Kolloide aus Gold mit einem durchschnittlichen Durchmes- 35 
ser von ca. 5-100 nm, da sie einfach und in groBen Mengen 
durch cine >^elzahl Litmturbekannter ^rf ahien herstellbar 
sind (siehe dazu beispielsweise: G. Schmid, Qusteis and 
Colloids, VCH, Weinhdm 1994). Eine vorteilhafte Ausge- 
staltung des Verfahrens besteht darin, fluoreszente Halbld- 40 
ter-Partikel und Kolloide zu verwenden, deren intrinsische 
Ruoreszenz- und Halbleitereigenschaft eine besonders ein- 
fache und efiBziente Detektion ermoglicht. 
[0012] Die Detektion der kolloidalen Partikel im Sinne 
des Nachwcisverfahrens kann durch eine ^elzahl von Me- 45 
tboden erfolgen. Hierbei sind mikroskopische Vafahren, 
wie Licht- und Elektronenmikroskopie, aber auch insbeson- 
dere Rastersonden-Mikroskopie wie z. B. die Rasterkraft- 
und die RastertunnelmikiDskopie bevorzugt Besondm be- - 
vorzugt ist der Nachweis durch eine Silberentwicklung. so 
Hierbei handelt es sich um eine seit Jahren bekannte Stan- 
dardmethode, bei der metallische Nanopartikel und Kol- 
loide zur An^rbung von Antikorper-Markierungen einge- 
setzl werden, beispielsweise um die histologische TJntersu- 
chung biologischer Proben und Gewebe durchzufuhren 55 
(siehe hierzu: J. Kreuter, in M. Donbrow (Ed.): Microcapsu- 
les and Nanoparticles in Medicine and Pharmacy, CRC 
Press, Boca Raton, FL 1992). 

[0013] Auch konnen spezifische Eigenschaf ten der kolloi- 
dalen Komponenten genutzt werden, um die Detektion der 60 
KoUoidc vorzunehmen. So kann beispielsweise bei Verwen- 
dung von fluoreszenten Halbleiterpartikeln aus CdS, Cdlb, 
ZnS oder Shnlichen Materialien ein direkter Nachweis durch 
handelsubliche Ruoreszenz-Scanner oder Fluoreszenz-Mi- 
kroskope erfolgen. Ruoreszente Halbleiterpartikel ermogli- 65 
chen auch deren Nachweis durch photoelektrochemische 
Messungen. Im Falle von Gold- und SilberkoUoiden ist es 
ebenfalls bevorzugt, den Nachweis der kolloidalen Partikel 
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durch optische Verfahren wie die Oberflachenplasmonreso- 
nanz (vgl. hierzu: L. He, M. D. Musick, S. R. Niccwamer, 
F. G. Salinas, S. J. Benkovic, M. J. Natan, C. D. Keating. 
Colloidal Au-Enhanced Surface Plasmon Resonance for Ul- 
trasensitive Detection of DNA Hybridization. J Am Chem 
Soc 2000, 122, 907), Reflektometrische Interfeirenzspektro- 
skopie (vgl. hierzu: G. Gauglitz. Optical deteetion methods 
for combinatorial libraries. Curr O^n Chem Biol 2000, 4, 
351), oberflachenverstarkte Raman-Spektroskopie (surface- 
enhanced raman spectroscopy, SERS, vgL: C. D. Keating, 
K. M. Kovaleski, M. J. Natan. Protein-Colloid Conjugates 
for Surface Enhanced Raman Scattering: Stability and Con- 
trol of Protein Orientation. J Phys Chem B 1998, 102, 9404), 
duich elektrische Detekdon mittels Impedanzmessung (vgl.: 
R. Hintschc, M. Paeschke, A. Uhlig, R. Seitz, in E W. Schel- 
la:, F. Schaubert, J. Fredrowitz (Eds.): Frontiers in Biosen- 
sors: Fundamental Aspects, Birkhauser Verlag 1997, p. 267) 
oder durch massensensidve Methoden wie die Quarzkri- 
stall-Mikrowaage ((JCM, vgl.: F. Patolsky, K. T. Ranjit, A. 
lichtenstein, I. WUner. Dendritic amplification of DNA 
analysis by oligonucleodde-functionalized Au-nanoparti- 
cles. Chem. Commun. 2000, 1025) oder Surface Acoustic 
Wave Messungen (SAW: Wang et al. (1998) Sensors and 
Actuators B49, 13) zu fiihren. 

[0014] Es hat sich herausgestellt, dass die Durchfuhning 
dner Silberentwicklung besonders bevorzugt ist, da sich bei 
der von den Goldkolloiden beschleunigten Silberentwick- 
lung geringe Antigcnmcngen nachweisen lassen, wobei we- 
gen der fehlenden Diffiisibilitat die Entwicklung des Silber- 
spiegels zur ortsaufgelosten Detektion von Antigens einge- 
setzt werden kann. Somit lafit sich die Immunreaktion mit 
einem handelsublichen Flachbettscanner nachweisen, wo- 
durch aufwendige Laborgerate und teure Nachweisverfah- 
ren unnodg werden. Damit sind die Protein/DNA-modifi- 
zierten Goldkolloide besonders fiir das Auslesen von Pro- 
tein-Mikioarrays geeignet, die in zunehmendem Mafie in 
der Lnmunologischen Diagnosdk und der Proteomfor- 
schung (Vgl. hierzu: C. Niemeyc^, Chem. Eur. J., im Druck) 
eingesetzt vfccdsa (siehe Ausfuhrungsbeispiel 10). 
[0015] Die zweite (Teil-)Aufgabe der vorliegenden Erfin- 
dung bestand darin, die Reagenzien so zu gestalten, dass sie 
im Sinne eines modular aufgebauten Reagenzien-Kits ein- 
setztbar sind, wobei insbesond^ eine hohe physikalisch- 
chemische Stabilitat der Reagenzien im Hinblick auf ther- 
mische und chemische Belastungen essentiell fur die erfolg- 
reicheDurchfiihrung des erfindungsgemaBen Verfahrens ist. 
Letzterer Punkt wird besonders deutlich, wenn man die Pro- 
bleme betracbtet, die bei Verwendung berkonunlicher And- 
korper- oder Rezeptoibeschichteter kolloidaler Goldreagen- 
zien aufhreten. Diese herkommlichen Proteinbeschichteten 
Goldpartikel haben eine starke Tbndenz, schwerlosliche 
Konglomerate in waBrigen Losungen auszubilden, so dass 
entweder starke unspezifische Reaktionen auftreten oder die 
Kolloide generell nicht mehr fur immunologische Nach- 
weisverfahren einsetzbar sind. 

[0016] Die zweite (Teil-)Aufgabe wird durch die vorlie- 
genden Erfindung gelost, indem Schrittc des oben beschrie- 
benen Vsrfahrens so durchgefiihrt wird, dass 

f) das Bindemolekul mit einer ersten Nucleins9ure 
v^kiipfl, und 

g) die kolloidalen Partikel mit einer zweiten Nuclein- 
saiire verknijpft werden, die komplementar zur ersten 
Nucleinsaurc ist, und 

h) das Nucleinsaure-modifizierte Bindemolekul mit 
den Nucleinsaure-modifizierten kolloidalen Partikeln 
zusammengebracht wird, so dass es zur Hybridisierung 
der ersten mit der zweiten Nucleinsaure kommt 
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[0017] Es hat sich ubciraschcndcrwcise horausgestcllt, 
dass die Kupplung von Bindemoleldil und kolloidalem Par- 
tikel iiber eine Hybridisiening komplementaier Nucleinsau- 
ren nicht nur rasch und expcrimentell einfach durchfiihrbar 5 
ist, sondem auch zur hocheffizienten Funktionalisierung des 
Kolloids mit dem Protein fuhit. Besonders bemerkenswert 
isl hierbei, dass die biologische Funktionalitat des Proteins 
in keiner Weise durch die DNA-vermittelte Adsorption an 
das Kolloid beeintrachtigt wild. Besonders uberraschend 10 
war der experimentelle Befund, dass sowohl die Nuclein- 
saure-gekuppelten Bindemolekule als auch die Nuclein- 
saure-gekuppelten Kolloide eine unerwartet hohe physika- 
lisch-cheniische Stabilitat zeigen. Die physikalisch-chemi- 
sche Stabilitat der Nucleinsauie-gekuppeltcn Komponenten 15 
gestattet sogar, die iiber DNA-Hybridisierung adsorbierten 
Proteine von den Kolloiden abzuspalten bzw. die Kolloide 
mehrfacb mit DNA-Protein Konjugaten zu beschichten (vgl. 
Ausfuhrungsbeispiel 7), 

[0018] Nucleinsauren im Sinne des Nachweisverfahrens 20 
sind Substanzen, die eine oder mehiere Nucleobasen (Ade- 
nih, Cytosin, Guanin, Thymin, Uracil) oder dmn funktio- 
Dale Analoga, wie zum Beispiel Hypoxantbin, umfassen. 
Die Nucleobasen sind dabei vorzugsweise mit einem Zuk- 
ker, insbesondeie mit einer Pentose, Pentopyranose oder 25 
Pentofuranose veibunden. Besonders bevorzugt sind dabei 
Ribose und Desoxyribose. Die Zucker wiederum sind vor- 
zugsweise iiber Phosphodiester-Bindungen miteinander ver- 
kniipft. Der Begriff Nucleinsaure umfasst auch sogenannte 
Peptid-Nucleinsauren, bei denen das Zuckerphosphat-Riick- 30 
grat durch Aminosauren, die durch Peptidbindungen mitein- 
ander verbunden sind, ersetzt ist (PNAs, siehe dazu bei- 
spiekweise E. Uhlmann, Biol. Chem. 1998, 1045-1052; P 
Neilsen, Acc. Chem. Res, 1999 (32), 624^30), und Pyrano- 
syl-Nucleinsauren wie p-RNAs (siehe dazu beispielsweise 35 
M. Bolli, R. Micura, A. Escfaenmosei; Chem. BioL 1997(4), 
309-320). 

[0019] Die Nucleinsauren sind jeweils mit dem Bindemo- 
lekul bzw. der Oberflache der kolloidalen Partikel derart 
verbunden, dass sie sich von ihren jeweiligen Bindungspart- 40 
nem unter den gewahlten Verfahrensbedingungen im we- 
sentlichen nicht losen, das heifit, dass wahrend der Duich- 
fuhrung des Vorfahiens weniger als 25% d^ Bindungen zer- 
fallen. 

[0020] Besonders bevorzugt ist es, weim die erstc Nu- 45 
cleinsaure und das Bindemolekul so verimiipft werden, dass 
Schritt 0 wie folgt durchgefiihrt wird: 

i) Bereitstellung eines Konjugats, das aus der ersten 
Nucleins3uie und Stteptavidin oder Avidin besteht; 50 
k) Bereitstellung eines Bindemolekfils, das mit einer 
Biotin-Gruppe modifiziert ist; 

h) Zusammenbringen des in Schritt i) beschriebenen 
Konjugates und des in Schritt k) beschriebenen Binde- 
molekiils, so dass es zur Kupplung dieser Komponen- 55 
ten kommt. 

[0021] Hierbei wird die erste Nucleinsaure beispielsweise 
als Biotin-Derivat zunachst mit Streptavidin oder Avidin, 
oder lekombinant- oder chemiscb-modifizierte D^vate die- 60 
ser Proteine verkniipft und das entstandene Konjugat mit 
dem biotinylierten Bindungsmolekul gemischt, wodurch 
eine Kupplung zwischen der ersten Nucleinsaure und dem 
Bindemolekul eneicht wird. Besonders bevorzugt ist jedoch 
die Verwendung von kovalenten DNA-Streptavidin Konju- 65 
gaten (siehe zum Beispiel: I^emeyer, C. M., et al.. Nucleic 
Acids Res 22 (25): 5530-9, 1994), die als Verbindungsmo- 
lekiile eingesetzt werden kdimen, um das biotinylierte Bin- 
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dungsmolekul mit der ersten Nucleinsaure zu verkntipfen. 
Frcie Biotin-Bindungsstellen von Streptavidin oder Avidin 
soUten anschlieBend durch Zugabe von Biotin abgesattigt 
werden, um storende Nebenreaktionen zu vermeiden. 
[0022] Statt einer Biotin-Strcptavidin-Kupplung der je- 
weils beteiligten Substanzen (BindungsmolekQle, Nuclein- 
sauren) konnen diese auch auf andere Weise miteinander 
verbunden werden. Insbesonderc konnen sie iiber kovalenle 
Bindungen miteinander verbunden werden. Die Nferwen- 
dung von Biotin-Streptavidin-Verbindungen ist jedoch be- 
vorzugt, da Biotin und Streptavidin in hoher Reinhdt zu ge- 
ringem I^is und in groBer Menge verfugbar sind, die Ver- 
knilpfung beider Substanzen mit einer \^elzahl von Stoffen, 
insbesondere von Nucleinsauren und Inununglobulinen und 
Proteinen leicht moglich ist und weil die Biotin-Streptavi- 
din-Bindung unter iiblichen Verfahrensbedingungen sehr 
stabil und leicht handhabbar ist. Dei Umgang mit Biotin- 
Streptavidin-Systemen ist unter andercm beschrieben wor- 
den von Diamandis, E. P. und T. K. Christopoulos (1991) 
("The biotin-(strept)avidin system: principles and applicati- 
ons in biotechnology." Clin Chem 37 (5): 625-36). 
[0023] Die Verkniipfung der kolloidalen Partikel mit der 
zweiten Nucleinsaure kann auf vorschiedene Weisen erfol- 
gen. Insbesondere k5nnen Amino- oder Thiol-derivatisierte 
Nucleinsauren mit entsprechenden Ligandengruppen der 
kolloidalen Komponente kovalent verkniipft werden. Be- 
vorzugt ist die chemisorptive Bindung Thiol-modifizierter 
Nucleinsauren an GoldkoUoide, da sie zu einer sehr stabilen 
Bindung der Nucleinsaure an die GoldkoUoide fuhrt und ex- 
perimentell leicht zu bewerlcstelligen ist Kolloide aus ande- 
ren Materialien lassen sich ebenfalls durch die Chemisorp- 
tion mit Amino- oder Thiol-derivadsierten Nucleinsauren 
funktionaUsieren. So konnen beispielsweise auch Nanopar- 
tikel aus CdTe zunachst mit einem UberschuB an thiolierter 
DNA gekuppelt und anschlieBend mit DNA-modifiziertem 
Protein fiinktionalisiert vferden (siehe Ausfiihrungsbei^el 
2). 

[0024] ]>ie erste und zweite Nucleinsaure konnen unter 
den Verfahrraisbedingungen jeweils miteinander hybridisie- 
ren. Dabei ist es bevorzugt, wenn sie unter den Verfahrens- 
bedingungen keine intemen Schleifen bilden konnen, wenn 
es also keine zwei Abschnitte jeweils innerhalb einer Nu- 
cleinsaure gibt, die miteinander stabil hybridisieren konnen. 
Ebenfalls ist es bevorzugt, wenn die erste und zweite Nu- 
cleinsaure unter den gewahlten Verfahrcnsbedinungen keine 
stabilen Homodimere bilden, so dass also keine zwei Mole- 
kiile der ersten Nucleinsaure nuteinander stabil hybridisie- 
ren und/oder keine zwei Molekule der zweiten Nucleinsaure 
stabil miteinander hybridisieren. 

[0025] Die Lange der ersten und zweiten Nucleinsawe be- 
tragt vorzugsweise 5 bis 50 Nucleotide, sie kann jedoch 
auch eine Lange von 50 bis 500 Nucleotide oder Basenpaare 
betragen. Hierbei sind einzelstrangige Nucleinsaurc-Mole- 
kiile besonders bevorzugt, jedoch kann eine der zwei Nu- 
cleinsauren auch als Doppelstrang eingesetzt werden, an den 
die andere der zwei NucleinsSuren dann durch Auslbildung 
einer IVipelhelix-sequenzspezifisch binden kann. 
[0026] Femer ist ein Kit zum Herstellen der Protein-fiink- 
tionalisierten koUoidal«i Partikel durch Nucleinsaure-Hy- 
bridisierung bevorzugt, umfassend 

a) einem oder mehreren Bindungsmolekiilen, und 
dazu passend 

b) eine oder mehrere erste Nucleinsauren, 

c) einem oder mehreren Arten koUoidaler Partikel, 
und dazu passend 

d) eine oder mehrere zweite Nucleinsauren, 

e) Mittel zum Verbinden der Bindungsmolekiile mit 
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jeweils einer der ersten Nucleinsauren, bzw. Mittel 
zum Verbinden der kolioidalcn Partikel mit jeweils ei- 
ner der zweiten Nucleinsauren, aus denen ein oder 
mehrere, zueinander komplementare Paare von Bin- 
dungsmoiekul/eiste Nucleinsaure und KoUoidpartikel/ 5 
zweite NucleinsSurB beigestellt warden konnen. 

[0Q27] Femer bevorzugt ist ein Kit zum Herstellen der 
Protein-fiinktionalisierten koUoidalen Partikel durch Nu- 
cleinsauie^Hybridisierung, umfassend lo 

a) eine oder mehrere erste Nucleinsauren, 

b) einem oder mehreren Arten koUoidaler Partikel, 
und dazu passend 

c) cine oder nichrere zweite Nucleinsauren, is 

d) Mittel zum Verbinden von BindungsmolekQlen mit 
jeweils einer der ersten Nucleinsauren, bzw. Mittel 
zum Verbinden der koUoidalen Partikel mit jeweils ei- 
ner der zweiten Nucleinsauren, aus denen ein oder 
mehrere, zueinander komplementare Paare von Bin- 20 
dungsmolekul/erste Nucleinsaure und KoUoidpartikel/ 
zweite Nucleinsaure heigesteUt werden konnen. 

[0028] Femer bevorzugt ist ein Kit zum HersteUen der 
Ftotein-fiinktionalisiGrten koUcndalen P^kel durch Nu- 2S 
cleinsaure-Hybridisierung, umfassend 

a) eine oder mehrCTe erste Nucleinsauren, 

b) eine oder mehrere zweite Nucleinsauren, 

c) Mittel zum Verbinden von BindungsmolekQlen mit 30 
jeweils einer der ersten Nucleinsauren, bzw. Mittel 
zum Verbinden koUoidaler Partikel mit jeweils einer 
der zweiten Nucleinsaure, so dass ein oder mehrere, 
zueinander komplementare Paare von Bindungsmole- 
kiil/erste Nucleinsaure und KoUoidpartikel/zweite Nu- 3S 
cleinsSure hergesteUt werden konnen. 

[0029] Mit einer ZusammensteUung von Substanzen in ei- 
nem solchen erfindungsgemaBen Kit konnen Ftotein-DNA- 
funktionaUsierte koUoidale Partikel vorteilfaaft einfach her- 40 
gestellt werden. 

[0030] Eine dritte (TeU-)Aufgabe der vorliegenden Erfin- 
dung bestand darin, einen Artikel bereitzusteUen, mit dem 
die Reagenzien-Kits fiir die einfach-durchfiihrbare Detek- 
tion von Substanzen eingesetzt werden konnen. Diese (Teil- 45 
)Aufgabe wird dadurch gelost, dass der Oberflachen-gebun- 
dene Signalkomplex im Zwischenraum zwischen einem 
Oder mehreren, paarfi)nnig angeordneten, eLektrisch-leiten- 
den Elektroden erzeugt wird. Dies kann bei^ielsweise in 
Form ein^ mikrostrukturierten Intetdigitalschaltung erfol- SO 
gen, bei der Anode und Kathode Kammartig ineinander ver- 
schachtelt sind, so dass kein elektrischer Kontakt zwischen 
den zwei Polen erfolgt. Die Flache zwischen den Elektroden 
wird nun mit einem Fangerreagenz versehen, dass den Ana- 
lyten im Elektroden-Zwischenraum immobilisiert. An- 55 
schlieBend werden die erfindungsgemaBen Protein-DNA- 
funkdonalisierten koUoidalen Partikel an den immobiUsier- 
ten Analyten gekuppelt und eine SUber-Enwicklung durch- 
gefuhrt..Der abgeschiedene Silberspiegels bewirkt einen 
eleknischen Kontakt zwisdien den Elektroden, der mittels 60. 
Strom-, Spannungs- oder Mderstandsmessung als Signal 
aufgenommen werden katm. 

[0031] Die Erfindung wird nachfolgend anhand der Flgu- 
ren und einiger Ausiuhrungsbeispiele naher beschrieben. Es 
steUen dan 65 
[0032] Fig. 1 schematische DarsteUung der HersteUung 
von Protein-DNA-funktionalisierten GoldkoUoiden. 
[0033] fig. 2 elektrophoretische Untersuchung der DNA- 
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vermittelten Adsorption von Proteinen an GoldkoUoide. 
[0034] Fig. 3 schematische DarsteUung der Verwcndung 
von Antikorper/DNA-funktionalisierten GoldkoUoide als 
Reagenzien in einem Sandwich-Lnmunoassay. 
[0035] Fig. 4 cxpcrimenteUe Datcn zur Verwendung von 
Antikorper-funktionaUsienen GoldkoUoiden als Reagenzien 
in einem Sandwich-Immunoassay. 

[0036] Fig. 5 experimenteUe Daten zur Verwendung von 
Antikorper-funktionaUsierten GoldkoUoiden zur Analyse 
von Protein-Mikroarrays. 

[0037] Fig. 6 experimenteUe Daten zur Verwendung 
DNA-fiinktionalisierter CadmiumteUurid (Cdlb) Nanopar- 
tikeL 

[0038] F^. 7 schematische DarsteUung der elekbischen 
Detektion der Verwendung von Antikorper/DNA-funktiona- 
Usierten GoldkoUoide als Reagenzien in einem Sandwich- 
Immunoassay. 

[0039] Fig- 1 zeigt schematisch den Ablauf der Funktio- 
naUsierung von koUoidalen Partikeln (am Beispiel von 
GoldkoUoiden) durch DNA-vermittelte Adsorption von 
Proteinen. GoldkoUoide werden mit dem 5'-Thiol-modifi- 
zierten OUgonucleotid 1 modifiziert, indem die OUgonu- 
cleotide durch Chemisorption an die GoldkoUoide gebundeo 
werden (Au-1). Die als modulare Adapter verwendeten, ko- 
valenten DNA-Streptavidin (STV) Konjugate 4a, b werden 
aus Streptavidin 3 und 5 -Thiol-modifizierten OUgonucleoti- 
den 2a, b nacb bekannten Methoden synthetisi^ (vgL 
hierzu: Niemeyer et al., (2001) CoUoid. Polym. Sci. 279, 
68). Das OUgonucleotid 2a ist komplementar zum Goldkol- 
loid-gebundenen OUgomer 1. Das DNA-STV Konjugat 4a 
wird mit biotinyUerten Bindemolekiilen, beispielsweise An- 
tikorper gegen IgG aus Maus (aM-IgG) zum Konjugat 5 
oder mit biotinyUerten Antikorpem gegen IgG aus Kanin- 
chen (aK-IgG) zu 6 gekuppelt Die Antikorper-STV-DNA 
Konjugate 5 bzw. 6 binden durch Nucleinsaure-Hybridisie- 
rung an 1-modifizierte GoldkoUoide (Au-1). Zur Vereinfa- 
chung ^d komplementare DNA-Strange als HeUces daige- 
steUt, deren 3 -Enden durch Pfeilspitzen marldert sind. 
[0040] Mit Hilfe der DNA-STV Konjugate 4 lassai sich 
also beUebige Antikorper-STV-DNA Konjugate (z.B. 5 
oder 6) nach dem Baukastenprinzip herstellen. Da die DNA- 
Sequenz in 4a (und damit auch in 5 oder 6) komplementar 
zur GoldkoUoid-gebundenen DNA 1 ist, konnen also beUe- 
bige Antikorper (oder auch andere Proteine) mit den koUoi- 
dalen Pardkeln verkniipft werden: Wird ein zweites DNA- 
STV Konjugat eingesetzt, dass beispielsweise aus dem OU- 
gonucleotid 2b hergesteUt wurde, kann damit eine zweite 
Charge von koUoidalen Partikeln, die mit einer zu 2b kom- 
plementaren Nucleinsaure modifizi^l wurde, nach dem 
gleichen I^inzip wie Au-1 mit Proteinen gekuppelt werdai. 
Dieses \^igehen kann mit beUebig vielen, jeweils mit einer 
individueUen DNA Sequenzmodifizierten, koUoidalen Par- 
tikeln durchgefuhrt werden, so dass nach dem Baukasten- 
prinzip beUebig viele Partikel mit beliebigen Proteinen spe- 
zifisch fiinktionaUsierbar sind. 

[0041] F^. 2 zeigt die Gel-elektrophoretische Untersu- 
chung der in Fig. 1 gezeigten FunktionaUsiening koUoidaler 
Partikel. Gezeigt ist ein nicht-denaturierendes 1% Agarose- 
Gel. Die schwarzen Banden zeigen die Mobilitat von Gold- 
koUoiden mit einem Durchmesser von 34 Nanometem 
(AU34-I in Spur 1). In Spur 2 ist Au^-1 mit komplemen- 
tarem DNA-STV Konjugat 4a gekuppelt (Au34-4a), und in 
Spur 3 wurde AU34-I mit nicht komplementarem DNA-STV 
Hybrid 4b gemischt. Die in dieser Spur zu beobachtende 
identische MobiUtat der KoUoide wie in Spur 1 zeigt, dass 
die FunktionaUsiening der Goldpartikel aUein durch die 
Spezifitat der Nucleinsauie-Hybridisierung bestinmit wird. 
In Spur 4 wurde AU34-I mit komplementarem Antikorper- 
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STV-DNA Konjugat 5 gekuppelt. Die verringerte elektro- 
phorctischc Mobilitat dcr Bande wird duich das hohcie Mo- 
leloilaigewicht des adsorbioten Antikdrpers verursacht. In 
Spur 5 wuiden GoldkoUcnde aufgetragen, die zunachst mit 
eiocm komplemcntarcn DNA-STV Konjugat 4a gekuppelt 5 
wurden, und anschlieBend die Proteine durch Bebandlung 
mit NaOH wieder abgespalten wurden. Die elektrophoreti- 
scbc Mobilitat entspricht der des in Spur 1 aufgetragencn 
AU34-I. Dieses Experiment, in dem keinerlei Zersetzung der 
koUoidalen Komponenten beobachtet wird, zeigt die iiberra- 10 
schend hohe physikalisch-^hemische Stabilitat der DNA- 
Protein-modifizierten Kolloide. Diese Stabilitat emoglicht 
sogar die Regeneiierung der DNA-Koiloide AU34-I. 
[0042] Fig. 3 zeigt schematisch die Verwendung Antikor- 
per-DNA-fuoktionalisieit^ Kolloide als Reagenzicn im 15 
Sandwich-Immunoassay. Maus IgG, reprasentiert durch 
schwarze Kugeln, wird als ModeU- Antigen durch Oberfla- 
chen-immobilisierte Fanger-Antikorper immunosorptiv an 
der Festphase gebunden und mit Au-5 gekuppelt. Zur Si- 
gnalerzeugung wird eine Silberentwicklung durchgefuhrt. 20 
Das Entstehen des Silberspiegels kann photometrisch oder 
durch Abbildung mit einer Kamera oder einem Flachbett- 
Scanner verfolgt werden. 

[0043] Fig. 4 zeigt die Verwendung Antikdrper-funkdona- 
lisierter Kolloide, am Beispiel der GoldkoUoide AU34-S und 25 
Aui3-5, als Reagenzicn in einem Sandwich-Immunoassay, 
der wie in Fig» 3 skizziert durchgefUhrt wurde. In Fig. 4a 
sind die Kavitaten einer Mkrodterplatte abgebildet, die jc 
nacb Menge des immobilisierten Antigens, einen unter- 
schiedlich stark ausgebildetem Silberspiegel aufweisen. In 30 
Fig. 4b ist die Abhangigkeit der durch Messung der Absorp- 
tion bei 490 nm erhaltenen Signalint^sitaten von der 
Menge des nachzuweisenden Antigens gezeigt. Die Starke 
der Absorption bei 490 nm entspricht der Intensitat des ge- 
bildeten Silberspiegels. Zur Aufnahme der Absorption 3S 
wurde die Mikiotiterplatte im Zuge der Silberentwicklung 
auf dnem handeistiblichen Mikrotiteiplatten-LesegerSt ver- 
messen, womit die Absorption der einzelnen Kavitaten bei 
490 nm bestimmt wurde. Die schwarzen Signalsatze links 
wurden mit AU34-5, die graura Histogramme lechts mit 40 
Aui3-5 erhalten. Als KontroUe wurde jeweils nur Silb^ent- 
wickler ohne andefe Reagenzien gemessen. 
[0044] Die in Abhangigkeit von der Menge des Antigens 
erhaltenen Signalintensitaten zeigen, dass mit AU34-5 die 
spczifische Detektion des Antigens (Maus IgG) moglich isL 45 
In Fig. 4c ist dargestellt, dass die Kontiollen, in denen eine 
Mischung aus AU34-I + 4b-aM-IgG gekuppelt mit biotiny- 
liertem ocM-IgG ("richtiger" Antikoiper aber "falsches", 
d. h. nicht komplementares also nicht bindendes DNA-STV 
Konjugat) oder AU34-6 ("falscher" Antikorper uber STV an 50 
die GoldkoUoide gekuppelt) anstelle von AU34-5 eingesetzt 
wurde, keine signifikante Silberentwicklung zeigen. Auch 
die andaren Kond-oHen in denen STV-modifizierte Goldkol- 
loide ohne Antikorper (AU34-I + 4a), DNA-modifizierte 
Gold- Kolloide und richtiger Antikorper ohne STV-Brucke 55 
(AU34-I + (xM-IgG), nur DNA-modifizierte Gold-KoUoide 
(AU34- 1) eingesetzt wurden, zeigen genau wie die Kontrolle, 
bei der kein Antigen immobilisiert wurde, lediglich Absorp- 
tionswerte die dem des reinen Ag-^twickler Reagenzes 
entsprechen. 60 
[0045] Die Analyse einer seriellra Verdunnung erlaubte 
den Nachweis von weniger als 10 fmol des Antigens. Damit 
entspricht der Nachwdsbereich des Verfahrens etwa dem ei- 
nes konventionellen enzymverstarkten Inmiunoassays. Eine 
Optimierung der Nachweisempfindlichkeit kann durch Ein- 65 
satz von KoUoiden mit anderer GroBe im Sandwich-Immu- 
noassay erreicht werden wie dies in Fig. 4b (Aui3-5, graue 
Histogramme) dargestellt ist. ]>iese Eigebnisse zeigen einer- 
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seits, dass das modulare Verfahren zur Funktionalisioung 
von Nanopartikcln dirckt auf andcrc Kolloide iibcrtragbar 
ist. Andererseits lafit sich mit Aui3-5 eine deutliche Stdge- 
rung der Signalintensitaten erreichen. 
[0046] In Fig. 5 sind experimentelle Daten zur Verwen- 
dung von Antikorper-funktionaliserten Goldkolloiden in der 
Analyse von Protein Mikroarrays gezeigt. Die Proteine wur- 
den in 5 Fcldem auf dem chemisch-aktiviertcn Objekttrager 
aufgebracht und kovalent immobilisiert. AnschlieBend wur- 
den die Felder mit Losungen von Au-5 uberschichtet. Nicht 
gebundene Au-5 wurden nach der Inkubation durch mehr- 
maliges Waschen des Objekttragers mit Wascfai-PufTer ent- 
femt. SchUefiUch wurde d^ Objekttrager in Silber-Entwick- 
lungsreagenz eingelegt und nach Ausbildung der Silberspie- 
gel auf einem Flachbett-Scanner abgclichtet. Die dunklcn 
Punkte zeigen das Vorhandensein von immobilisierten Pro- 
teinen auf dem Glasdrager. Die Spezifitat der Detektion wird 
dadurch gezeigt, dass lediglich die Spots angcfarbt werden, 
in denen Antigen auf dem Glas immobilisiert wird. Die um- 
liegenden Bereiche, in denen lediglich Blocker-Proteine ge- 
bunden sind (siehe hierzu AusfUhrungsbeispiel 10) verblei- 
ben dahingegen ungefarfot 

[0047] In Fig. 6 sind exp«imentelle Daten zur Verwen- 
dung DNA-funktionaHserter CadmiumteUurid (CdTfe) Na- 
nopartikel in der Analyse von DNA-Mikroarrays gezeigt 
Fangea:-01ig(Miucleatide wurden auf einem chemisch-akti- 
vierten Objekttrager aufgebracht und kovalent immobili- 
siert. AnschlieBend wurde der Objekttrager mit Losungen 
von CdTe-1 uberschichtet. Nicht gebundene CdTe-1 wurden 
durch mehrmaliges Waschen des Objekttragers entfemt und 
der Objektdrager. wurde anschlieBend im Fluorcszenz-Scan- 
ner bei 532 nm vermessen. Die heUen Punkte zeigen die An- 
wesenheit von immobilisiertem CdTe. Die Spezifitat der De- 
tektion wird dadurch gezeigt, dass lediglich von denjenigen 
Spots licht emittiert wird, in denen Bindemolekule auf dem 
Glas immobilisiert sind. Die umliegenden Bcmche, in de- 
nen lediglich Blocker-IYoteine gebunden sind zeigen dahin- 
gegen keine Ruorezenz. 

[0048] Fig. 7 zeigt schematisch die Verwendung Antikor- 
p^-DNA-fiinktionalisierter Kolloide als Reagenzien fur die 
elektrische Detektion eines Sandwich-Immunoassays. Der 
Oberfiachen-gebundene Signalkomplex wird im Zwischen- 
raum zwischen einem Paar elektrisch leitfahiger Elektroden 
erzeugt (a — ► b). Die Elektroden konnen, wie in a) gezeigt, 
bdspielsweise in Form einer mikrostrukturierten Interdigi- 
talschaltung vorliegen, bei der Anode und Kathode Kamm- 
artig ineinander verschachtelt sind, so dass kein elektrischer 
Kontakt zwischen den zwd Polen erfolgt Die Flache zwi- 
schen den Elektroden wird nun mit einem Fanger-Antikdr- 
p^ fiinktionalisiert, der den Analyten im Elektioden-Zwi- 
schenraum immobilisiert AnschlieBend werden die erfin- 
dungsgemaBen Protein-DNA-funktionalisierten koUoidalen 
Partikel an das immobilisierte Antigai gekuppelt (b — ► c) 
und eine Silber-Enwicklung durchgefuhrt (c d). Der ab- 
geschiedene Silberspiegel in d) bewid^t einen elektrischen 
Kontakt zwischen den Elektroden, der mittels Strom-, Span- 
nungs^ oder Widerstandsmessung als Signal aufgenonnmen 
werdra kann. 

AusfQhrungsbeispiele 

1. Herstellung DNA-gekuppelter GoldkoUoide 

[0049] Die Synthese und Aufreinigung von DNA-gekup- 
pelten Goldkolloiden wird nach Literaturbekannten Verfah- 
ren, wie sie z. B. in der PubUkation von Storhofif et aL 
(James J. Storhoff, Robert Elghanian, Robert C. Mucuc, 
Chad A. Mirkin; (1998), "One-Pot Colorimetric Differentia- 
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tion of Polynucleotides with Single Base Imperfections ten werden typischerweise aquimolare Mengen an DNA- 

Using Gold Nanoparticlc Probes" J. Am. Chcm. Soc. 120, STV Hybridcn uhd biotinylicrtem Protein zusammengege- 

1959-1964) beschrieb^, durchgefiihrL lypischerweise ben. Beispielsweise werden zurHerstellung derDNA-STV- 

werden hierbei zunachst die zwei fiir die DNA-Kupplung Antikorper Konjugate 5 bzw. 5b (Hybrid-Antikorper-Kon- 

einzusetzcndcn GoldkoUoid-Losungen (ICN Biomedicals 5 jugat mil falscher Sequcnz) je 150^ einer 28 nM Losung 

GmbH) unterschiedlicher GroBe mittels 'IVansmissions- des DNA-STV Hybrids (4a bzw. 4b) in lliTBS-Puffer mit 

Elektronenmikroskopie analysiert, um ihre tatsachliche 150^1 einer Losung von biotinyliertem Ziege anti-Maus 

GroBe zu bestimmcn. Hicmach crgab sich beispielsweise fur IgG (Sigma) in TETBS gemischt und die Losungra fur 

die 40 nm groBen Kolloide eine durchschnittliche GroBe 10 min inkubiert. Das DNA-STV- Antikorper Konjugat 6 

von 34,2 ± 2,7 nm (AU34) bzw. 13,2 ± 0,6 nm (Au^) fiir die 10 wird in gleicher Weise aus biotinyliertem Ziege anti-Kanin- 

15 nm groBen Kolloide. Fur die Kupplung der GoldkoUoide chen IgG (Coulter Immunotech) und 4a heigestellt. 
AU34 bzw. Aui3 mit DNA-Molekiilen zu Au34(i3)-1, werden 

2 ml der kolloidalen Goldlosung AU34 (0^ nM) bzw. Au^ 5. Kupplung von STV-DNA-Antikdrper Konjugaten mit 

(2,01 nM) mit 1 ml einer 5'-Thiol-modifizierten Oligonu- DNA-modifizierten Goldkolloiden 

kleodd-Losung der Sequenz "A** (Interactiva, 20|jM in 15 

dH20) vereinigt und anschlieBend wie in der obigen litera- [0053] Zur Kupplung der in Punkt 4. hergestellten DNA- 

tur beschrieben aufgereinigt. Die DNA-gekuppelten Kol- STV-Antikorper Konjugate 5 bzw. 6 mit Au-1 (vgl. Fig. 1) 

loide AU34 (i3)-l 'werden nach ihrer Aufireinigung photome- werden 275 pi der Konjugate 5 bzw. 6 (je 14 nM) mit dem 

trisch quantifiziert. Die zur Kolloid-Kupplung eingesetzte gleichem Volumen einer 0,14 nM Losung von AU34-I bzw. 

DNA mit der Bezeichnung "A" hat die Sequenz: 5-111101- 20 dem gleichem Volumen einer 1,16 nM Losung von AU13-I 

TCC TGT GTG AAA TTG TTA TCC GCT-3'. gemischt und fiir eine Stunde inkubiert. Die Produkte AU34- 

5 und Aui3-5 bzw. AU34-6 und AU13-6 werden ohne weiteie 

2. Heistellung DNA-gdcup elter Cadmium-Tbllurid (CdTb) Au&einigung in den Sandwicb-Immunoassays eingesetzt. 

Partikel 

2S 6. Gel-Elektrophoresc von Protein-DNA-modifizi«ten 

[0050] FurdieKupplungderCdTe-F^ikelmitDNA-Mo- Goldkolloiden 
iektilen, werden 50 pi einer Cdlb-Ldsung (75 pM), die mit 

Thioglycolsaure stabilisiert ist, eingesetzt und mit 750 pi [0054] Zur Charakterisierung der Produkte wird ein 1% 

(40 pM in Borat-Puffer, pH = 8.5) eines 5' Thiol-modifizier- Agarose-Gel hergestellt AnschlieBend werden 10 pi einer 

ten-Oligonukleotids der Sequenz "A" gemischt. Die Aufrei- 30 Losung aus AU34-5 mit einer Kolloid-Konzentration von 

nigung der DNA-gekuppelten CdTt-Cluster (Cd1fe-1) er- 0,07 nM mit 2 pi eines Gelelektrophorese-Puffers versetzt 

folgte gemaB der im Ausfiihrungsbeispiel 1 zitierten Litera- und auf das Gel aufgetragen. Zur Kontrolle werden gleiche 

tur. Die zur CdTe-Kupplung eingesetzte DNA mit der Be- Volumina der Losiingen AU34-I, AU34-I mit komplemen- 

zeichnung "A" hat die Sequenz: 5 -Thiol-TOC TGT GTG tarem DNA-STV Hybrid 4a ohne biotinyliertem AntikSrper 

AAA TTG TTA TCC GCT-3'. 35 (AU34-I + 4a) sowie AU34-I mit nicht komplementaiem 

DNA-STV Hybrid (AU34-I + 4b) gleicher KolloidrKonzai- 

3. Kovalente Konjugate 4 aus Streptavidin und erster Nu- tradon mit 2 pi eines Gelelektrophoiese-Puffers gemischt 

cleinsaure und mit auf das Gel aufgetragen. Die Geleldctrophorese 

wird 30 min bei 120 Volt durchgeftihrt. 

[0051] Zur Kupplung des biotinylierten Antikorpers mit 40 ^ 

der Nucleinsauie-Sequenz "A" (siehe 1) wurde zunachst ein 7. Regenerierung der Protein-DNA-modifizierten Goldkol- 

kovalentes Konjugat "4a" aus STV und einer thiolierten Nu- loiden 
cleinsaure "cA" heigestellt (vgL Fig, 1). Die Synthese dieses 

Konjugats unter Verwendung eines heterobifunktionellen [0055] Zur TYennung des DNA-STV Hybrids 4a von den 

chemischen Crosslinkers ist in der literatur ausfiihrlich be- 45 DNA-gekuppelten KoUoiden Au-1 werden 80 pi aus AU34-I 

schrieben (Niemeyer, C. M., T. Sano, C. L. Smith und C. R, + 4a (0,07 nM) mit 80 pi einer 100 mM NaOH Losung ver- 

Cantor (1994), "Oligonucleotide-directed self-assembly of setzt und 4 Stunden inkubiert AnschlieBend wird die L6- 

protdns: semisynthetic DNA-streptavidin hybrid molecules sung 3 min bei 14 000 rpm zentrifiigiert Der f)berstand 

as connectors for the generation of macroscopic arrays and wird abgenommen und das rote Pellet wieder in 100 nM 

the construction of supramolecular bioconjugates." Nucleic 50 NaOH L5sung aufgenommen. Dieser \forgang wird zwei- 

Acids Res 22 (25): 5530-9). Kurzgefasst wurde ein kom- mal wiederholt. Nach drei Zentrifugations-ZResuspensions- 

merziell erhaltUches 5 -Thiol-modifiziertes Oligonucleotid schritten werden die Kolloide auf eine Gelfiltrationssaule 

(Interactiva) mittels Sulfo-SMCC (Pierce) mit einer Malei- (NAPrw-S, Pharmacia Biotech) aufgetragen und mit 

mid-aktivierten primaren Amino-Gruppe des STV ver- TETBS-Puffer eluiert. Danach wird die Losung (ca. 300 pi) 

kniipft Das nach anschUeBender lonenaustausch-Chroma- 55 ein weiteres mal zentrifugiert und die Kolloide mit 40 pi 

tographie-Reinigung auf eina: FPLC (Pharmacia) erhaltene TETBS-Puffer resuspendiert 
gereinigte Produkt 4a kann gewohnlich bei 4°C mehrere 

Monate in TE gelagert werden. Die Sequenz des Oligonu- 8. Einsatz dorPtotein-DNA-modifizierten GoldkoUoide im 

kleotids (Interactiva) zur Synthese des DNA-STV Hybrids Sandwich-Immunoassay 

"4a" lautet: STV.5*-AGC GGA TAA CAA TIT CAC ACA 60 

GGA-3' Die DNA-Sequenz des nicht komplementaren [0056] Zur Durchfiihrung des Sandwich-Inmiunoassays 

DNA-STV Hybrids "4b" lautet STV-5'-CCG GGT ACC werden Mikrotiterplatten mit 50 pi einer 20 nM LSsung von 

GAG CTC GAA TrC-3*. Ziege anti-Maus IgG (Sigma) beschichtet und mit Milchpul- 

ver gegen unspezifische Bindung geblockt. Je 50 pi einer 

4. Kupplung der DNA-STV Konjugate 4 mit biotinylierten 6S Losung die das Maus IgG Antigen in unterschiedlichen 

Ptoteinra Mengen enthalt, werden in die Kavitaten der Platte gegeben, 

fur 45 min inkubiert, und die Platte anschlieBend gewa- 

[0052] Zur Herstellung von DNA-STV-Protein Konjuga- schen. Die Kupplung mit Au-5 erfolgt dutch 2:ugabe von 
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50 pi einer 0,07 nM Losung von AU34-5 bzw. einer 0,58 nM 
Losung von Aui3-5 und Inkubation fur 45 Minuten. Nach 
Waschen wurden 50 pi eines Silberentwicklungs-Kit (Bio- 
Rad) in die KavitSten gegeben und die En^cklung des Sil- 
berspiegcls photometrisch bd 490 nm odcr durch Abbil- 5 
dung auf einem Flacbbett-Scanner verfolgt. 

9. Detcktion dcr Protein-DNA-modifizieitcn Goldkolloide 

durch Silbetentwicklung 

10 

[0057] Zur Silberentwicklung an den gebundenen Gold- 
kolloiden werden die Kavitaten zunachst zweimal mil 
100 pi dH20 gewaschen. AnschlieBend werden je 100 pi H- 
xier-Losung zugegeben (Biorad: 50% Ethanol, 10% Essig- 
saure, 10% Hxierer, 30% dHiO) und 10 min inkubiert. Nach is 
zweimaligem Waschen mit dH20 werden je 50 pi Silber- 
Entwickler (Biorad) in die Kavitaten gegeben und unter 
Schiitteln inkubiert. In Zeitabstanden von je 5 min wird die 
Mikrotiterplatte in den Mikrotiterplattenreader (Wallac) ge- 
stellt und die Absorbance des in den Kavitaten abgeschiede- 20 
nen Silbers bei 490 nm gemessen. 

10. Verwendung der Protein-DNA-modifizierten Goldkol- 

loide zur Analyse von Ptotein-Nfikioarrays 

25 

[0058] Zjot Analyse eines Protein-Arrays werden zunachst 
auf einem silanisierten Objekttrager aus Glas, das zuvor mit 
Phenylen-di-isothiocyanat chemisch aktiviert wurdc, je 
200 nl einer Losung eines I^ger-Antikorpers Ziege anti 
Maus IgG in zwei unterschiedlichen Konzentrationen (5 pM 30 
und 04 pM) altemierend zu funf identischen Arrays aufge- 
tropft und fur zwei Stunden inkubiert. Der Objekttrager, auf 
dem die Arrays mit einem Wasser abweisenden Immuno- 
Staining Stift (G. Kisker Biotechnologie) eingerahmt sind, 
wird in eine 50 mM Aminohexanol-Losung mit 150 mM 35 
Di-Isopropylamin in Dimethylformamid (DMF) zum L5- 
scben der Amino-reaktiven Oberflache eingetaucht, und an- 
schlieBend dieimal mit dH20 und dieimal mit TETBS-Puf- 
fer gewaschen und in einem TETBS-Puffer eingetaucht, der 
jeweils 0,1 mg/ml Herings-Sperma DNA und Rinderserum- 40 
albumin enthalt und zur Vermeidung unspezifischer Anti- 
gen- bzw. Protein-DNA-modifizierte GoldkoUoid-Bindung 
als Blocker eingesetzt wird. Der Objekttrager wird danach 
mit TETBS-Puffer gewaschen, die Arrays mit 1 pmol Maus 
IgG Antigen in 50 pi Borat-Pufifer (pH = 9.5) vcrsetzt und 45 
45 min inkubiert. Im nachsten Schritt wird zunachst das 
nicht gebundene Maus IgG Antigen durch mehrmaliges Wa- 
schen vom Objekttrager entfemt und mit einer 0,07 nM Lo- 
sung von AU34-5 (50 pi pro Airay) versetzt Nach 45 min In- 
kubation wird der ObjekttrSger zuerst dreimal mit TETBS- SO 
Puffer, danach zweimal mit dHiQ gewaschen und ahschlie^ 
Bend in eine Fixier-Losung (Biorad) fur 10 min eingetaucht. 
AnschlieBend wird der Objekttrager dreimal 1 min mit 
dH20 gewaschen und durch Zugabe von je 50 pi Silber-Ent- 
wickler (Biorad) die Silberabscheidung an den gebundenen 55 
GoldkoUoiden auf dem Objekttrager gestartet. Nachdem 
eine deutliche Silberabscheidung erkennbar ist, wird der Sil- 
ber-Entwicker verworfen, der Objekttrager erst dreimal fiir 
1 min mit dH20 gewaschen und dann an der Luft gebrock- 
net AnschlieBend wild der Objektti^gea: auf dnem Flach- 60 
bett-Scanner abgelichtet . 



Patrntanspniche 

1. Verfahren zum Nachweis einer Substanz in waBri- 
ger Losung, umfassend die folgenden Schritte: 

a) Bereitstellung einer Oberflache die eine spezi- 
fische Bindungsfahigkeit ftir die nachzuweisende 



Substanz aufweist; 

b) Brarcitstellung eines Bindemolekiils, dass eine 
spezifische Bindungsi^gkdt fUr die nachzuwei- 
sende Substanz aufweist; 

c) Verknupfung des Bindemolekiiis mit kolloida- 

len Partikeln, so dass die Partikel eine spezifische 
Bindungsfahigkeit fiir die nachzuweisende Sub- 
stanz aufweisen; 

d) Zusanunenbringen der Oberflache, der nach- 
zuweisenden Substanz und der Bindemolekiil- 
verkniipften kolloidalen Partikel, so dass eine 
Ob^achen-gebundener Signalkomplex gebildet 
wild; 

e) Nachweisen der koUoidalen Partikel, soweit 
sie in einem Oberflachen-gebundenen Signalkom- 
plex vorliegen. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, bei dem Schritt c) wie 
folgt durchgefiihrt wird: 

f) Verkiipfung des Bindemolekiiis mit einer er- 
sten Nucleinsaure; 

g) Verkiipfung der koUoidalen Partikeln mit einer 
zweiten Nucleinsaure, die komplementar zur er- 
sten Nucleinsaure ist; 

h) Zusammenbringen des Nucleinsaure-modifi- 
zierten Bindemolekiiis mit den Nucleinsaure-mo- 
difizierten koUoidalen Partikeln, so dass es zur 
Hybridisierung der ersten mit der zweiten Nu- 
cleinsaure kommt. 

3. Verfahren nach Anspruch 1-2, bei dem Schritt f) 
wie folgt duichgefuhrt wird: 

i) Bereitstellung eines Konjugats, das aus der er- 
sten Nucleinsaure und Streptavidin od^ Avidin 
besteht; 

k) Bereitstellung eines BindemolekQls, das mit 
einer Biotin-Gruppe modifiziert ist; 
h) Zusammenbringen des in Schritt i) beschriebe- 
nen Konjugates und des in Schritt k) bescfariebe- 
nen Bindemolekiiis, so dass es zur Kupplung die- 
ser Komponenten kommt. 

4. Verfahrra nach einem der vorherigen Anspriiche, 
dadurch gekennzeichnet, dass zum Nachweis d^ kol- 
loidalen Partikel diese durch eine Silber-Enwicklung 
sichtbar gemacht werden. 

5. Verfahren nach einem der voifaerigen Anspriiche, 
dadurch gekennzeichnet, dass es sich bei der unter 
Schritt a) bereitgestellten Oberflache um 

ein Sensor oder Sensorelement, 

ein Array wie z. B. ein DNA-(Mikro-)Array, ein Ph>- 

tein-(Mikn>-)Airay, 

dn Peptide, Peptoide oder niedermolekulare Verbin- 
dungen wie Pharmakophore tragendes Ibstarray, 
ein Bestandteil eines (Mikro-)ReaktionsgefaBes odcr 
ein optisch oder elektronisch aktives Element handelt. 

6. Verfahren nach einem der vorherigen Anspriiche, 
dadurch gekennzeichnet, dass der Oberflachen-gebun- 
dene Signalkomplex im Zwischenraum zwischen ei- 
nem oder mehreren Paaren elektrisch leitfahiger Hek- 
troden aufgebaut wird, so dass zum Nachweis der kol- 
loidalen Partikel diese einer Silber-Enwicklung unter- 
worfen werden, die zur Abscheidung eines Silberspie- 
gels fuhrt und damit ein elektrischer Kontakt zwischen 
den Elekdxxien heigestellt wird, der durch Strom-, 
Spannungs- oder Widerstandsmessung als Signal auf- 
genommen werden kann. 

7. Artikel die zur Durchfiihrung des Verfahrens nach 
einem der vorherigen Ansprucbe als Reagenzien einge- 
setzt werden, dadurch gekennzeichnet, dass 

a) koUoidale Partikel mit einer zweiten Nuclein- 
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saure verkniipft sind, 

b) dn Oder mehrcrc Bindungsmolekule mil einer 
zur zwdten Nucleinsaure komplementaien ersten 
NucleinsSure verknupft sind, 

c) die crstc und die zweite Nucleinsaure mitein- 5 
ander verknupft werden 

8. Artikel nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, 
dass die erste Nucleinsaure Liber Biotin und Strcptavi- 
din Oder Avidin mit dem Bindemolekul verknupft ist. 

9. Kit zumHerstellenderArtikel nach Anspruch 7 bis 10 
8, bestehend aus 

a) einem odesc mehieren Bindungsmoldculra, und 
dazu passend 

b) einer Oder mehreien ersten Nucleinsauien, 

c) einem oder mehrercn Artra koUoidaler Pard- is 
kel, und dazu passend 

d) eine oder mehrere zweite Nucleinsauren, 

e) Mittel zum Verbinden der Bindungsmolekule 
mit jeweils einer der ersten Nucleinsauien, bzw. 
Mittel zum Verbinden der kolloidalen Partikel mit 20 
jeweils einer der zweiten Nucleinsauren, aus de- 
nen ein oder mehrere, zueinander komplementaie 
Paaie von BindungsmolekQl/erste Nucleinsaure 
und Kolloidpartikel/zweite NucleinsSure heige- 
stellt werden konnen. 2S 

10. Kit zum Hersteilen der Artikel nach Anspruch 7 
bis 8, bestehend aus 

a) einer oder mchreren ersten Nucleinsauren, 

b) einem oder mehreren Arten kolloidaler Parti- 
kel, und dazu passend 30 

c) eine oder mehrere zweite Nucleinsauren, 

d) Mittel zum Verbinden von Bindungsmolekii- 
len mit jeweils einer der ersten Nucleinsauren, 
bzw. Mittel zum Verbinden der kolloidalen P^- 
kel mit jeweils einer der zweiten Nucleinsauren, 35 
aus denen ein oder mehreie, zueinander komple- . 
mentare Paaze von BindungsmolekOl/erste Nu- 
cleinsaure imd Kolloidpartikel/zweite Nucldn- 
saure heigesteUt w^den konnen. 

11. Kit zum Hersteilen der Artikel nach Anspruch 7 40 
bis 8, bestehend aus 

a) einer oder mehreren ersten Nucleinsauren, 

b) eine oder mehrere zweite Nucleinsauren, 

c) Mittel zum Va*binden von Bindungsmolekiilen 
mit jeweils einar der ersten Nucleinsauren, bzw. 45 
Mittel zum Verbinden kolloidaler Partikel mit je- 
weils ein^ der zweiten Nucleinsauren, so dass ein 
oder mehrere, zueinander komplementare Paare 
von Bindungsmolekul/erste Nucleinsaure und 
Kolloidpartikel/zweite Nucleinsaure hergestellt SO 
werden konnen. 

12. Verwendung der Artikel nach Anspruch 7 bis 8, in 
analytischen Verfahren die auf der Detektion der Kol- 
loide durch Oberflachenplasmonresonanz, Reflektome- 
triscbe Interferrenzspektroskopie, oberflachenver- 55 
starkte Raman-Spektioskopie, elekdische Detektion 
tnittels Impedanzmessung, oder massensensitive Me- 
tfaoden wie die Quarzkristall-Mikrowaage oder der 
Surface Acoustic Wave Messung benihen. 

_« 60 
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Spezifitat von AU34-5 im immuno-Assay 
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